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RESUMO

Foram realizados dois diferentes trabalhos, utilizando o eugenol como anestésico para o acara
severo Heros severus. Ambos realizados no Laboratorio de Peixes Ornamentais da
Universidade Federal do Pard, Campus de Braganca. No primeiro trabalho, objetivou-se
analisar a eficiéncia do eugenol como anestésico para duas classes de tamanho, alevinos e
adultos do acard severo e verificar qual a dose mais eficiente no tempo de inducdo e
recuperacdo a anestesia. Foram utilizados 120 individuos de H. severus, alevinos (n=60) e
adultos (n=60). Os alevinos foram selecionados em tamanhos homogéneos e transferidos
aleatoriamente para seis aquarios de 60 L, da mesma forma os adultos para seis aquarios de
200L, ambos em densidade de estocagem de 10 exemplares por aquario. Realizou-se 0s
experimentos em um delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos,
concentracdes de eugenol (50; 75; 100; 125; 150 e 175 Mg L™ ) e 10 repeticdes, sendo o peixe
a unidade experimental. Com base nos resultados encontrados, recomenda-se para os alevinos
a concentracdo de 50 mg L™, para realizagdo de manejos de curta e de longa durago. Para os
adultos, recomenda-se a concentracdo de 50 mg L™ para procedimentos de curta duragéo e 75
Mg L™ para procedimentos de longa duragdo. Com o segundo trabalho objetivou-se avaliar as
respostas fisiologicas de adultos de acara severo anestesiados com a concentracdo ideal do
eugenol encontrada no experimento anterior. Para realizacdo do ensaio foi utilizado um total
de 60 adultos de acara severo. Os peixes foram dispostos de maneira individual em 60
aquarios de 60L contendo 45L de 4&gua. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 4, com cinco repeti¢cdes, sendo o peixe a unidade
experimental. Para verificar a ocorréncia da influéncia do eugenol sobre os parametros
fisioldgicos e hematoldgicos do acara severo, coletou-se sangue dos peixes submetidos a trés
diferentes protocolos de procedimentos: anestesiado (peixes expostos a 75 mgL™ de eugenol
durante 133s); anestesia simulada (peixes submetidos a uma simulagdo do banho anestésico,
também por 133 s, sem adi¢do do anestésico); e controle (peixes mantidos no aquario sem
manuseio e exposicdo ao anestésico). Para cada procedimento foram realizadas quatro
amostragens de sangue em diferentes tempos: 0 (imediatamente ap6s o procedimento), 6, 12 e
24h. A retirada da amostra sanguinea foi feita por puncdo do vaso caudal. Em seguida
procedeu-se com a realizagdo das seguintes analises: glicose, hematocrito (Ht), proteina total
(Pt), hemoglobina (Hb), nimero de eritrocitos (Er), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular media

(CHCM), triglicerideos (TGR) e colesterol (COL). A exposicao de adultos de acara severo a



anestesia com eugenol na concentracio ideal de 75 mgL™ por 133 segundos, causou alteracdes
nos valores das variaveis, glicose, Ht, Pt, Hb, Er, VCM, HCM, CHCM, COL e TRI. Os
resultados obtidos com os dois trabalhos mostram que o eugenol foi eficiente em induzir
alevinos e adultos de acara severo ao estagio de anestesia e a concentracao considerada ideal
para anestesia dos adultos foi suficiente para causar alteragdes nas varidveis analisadas,

desencadeando respostas fisioldgicas caracteristicas do estresse.

Palavras-Chave: Peixe ornamental. Ciclideos Amazonico. Anestesia Profunda. Hematologia.

Estresse.



ABSTRACT

Thus, two different studies were conducted using eugenol as an anesthetic for severe discus
Heros severus. Both studies were conducted in Tropical Fish Laboratory of the School of
Coastal Studies Institute of Fisheries Engineering, Federal University of Pard, Campus de
Braganca. In the first study aimed to analyze the efficiency of eugenol as an anesthetic for two
size classes, fingerlings and adult severe discus and find what the most effective dose in time
of induction and recovery of anesthesia. Were used 120 individuals of H. severus, fingerlings
(n=60) and adults (n=60). The fingerlings were selected randomly in homogeneous sizes and
transferred to six tanks of 60 L, as adults for six aquariums 200L, both at 10 copies per
aquarium stocking density. We conducted the experiments in a completely randomized design
with six treatments, eugenol concentrations (50; 75; 100; 125; 150 and 175 Mg L-1) and 10
repetitions, and the fish the experimental unit. Based on the findings is recommended for fry
concentration of 50 mg L™ to perform handlings short or long term and for adults, it is
recommended that the concentration of 50mg L™ for short procedures duration and 75 mgL™
for long procedures. In the second study aimed to evaluate the physiological responses of
acara severo adults anesthetized with the ideal concentration of eugenol found in the previous
experiment. To perform the assay was used a total of 60 adult severe discus. The fish were
placed individually in 60 60L aquariums containing 45L of water. We used a completely
randomized design in a factorial 3 x 4 with five repetitions, and the fish the experimental unit.
To verify the occurrence of eugenol influence on the physiological and hematological
parameters of banded cichlid, was collected the blood of fish subjected to three diferentes
protocols procedures anaesthetized (fish exposed to 75 mg L™ of eugenol during 133 s);
simulated anesthesia (fish subjected to a sumulation of anesthetic bath, also for 133 s, with
only water and without adding the anesthetic); and control (fish kept in the aquarium without
handing and exposure to anesthetic). For each procedure, there were four blood samplings at
different times: O (immediately after procedure), 6, 12 and 24 h. The withdrawal of the blood
sample was taken by puncture from the flow vessel with the held of needles and syringes 1 ml
pre-moistened with EDTA 10%. Then were proceeded to carry out folloying analyzes:
glucose, hematocrit, (Ht), total protein (Tp), hemoglobin (Hb), number of erytrocytes (Er),
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), triglycerides (TGR), and cholesterol (COL). The banded
cichlid adult exposure to anesthesia with eugenol in the ideal concentration of 75 mg L™ by

133 seconds was enough to cause changes in the values of variables, glucose, Ht, Pt, Hb, Er,



MCV, MCH, MCHC, COL and TRI. The results from the two studies show that eugenol was
effective in inducing fry and adult severe discus to deep anesthesia stage stage in all tested
concentrations and the concentration considered ideal for anesthesia of adults was enough to
cause changes in the variables analyzed, triggering physiological responses characteristics of

stress.

Key words: Ornamental fish. Cichlid Amazonian. Deep anesthesia. Hematology. Stress
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1. INTRODUCAO GERAL

A “aquariofilia” ou ‘“aquarismo” consiste na atividade de manutengdo de
organismos aquaticos em ambientes fechados como, aquarios, caixas plasticas ou em outros
materiais para fins de ornamentacdo. Os peixes, por apresentarem grande variedade de
coloragéo, formas e ocuparem diferentes habitats, chamam a aten¢do dos consumidores, e por
IS0 sdo as espécies mais utilizadas na aquariofilia.

No mundo, os asiaticos sdo 0s maiores produtores e exportadores de peixes
ornamentais. Cingapura lidera o ranking como maior exportador em 2006, seguido por
Malasia, Indonésia, Sri Lanka e Filipinas, que juntas somaram mais de 118 milhGes de ddlares
exportados pelo sudeste asidtico. As principais espécies nativas oriundas da aquicultura
cultivadas nessa regido sdo o beta Beta splendens, beijador Helostoma temmincckii,
tricogaster Trichogaster trichopterus, barbo-tigre Puntius tetrazona e pangassius Pangasius
sutchi. Ja as principais espécies exaticas criadas sdo os tetras, pecilideos (guppies, molinésias
e espadas), kinguio e ciclideos, como o acara disco Symphysodon aequifasciatus (RIBEIRO,
2008).

A América do Sul destaca-se por sua abundante diversidade natural existente na
regido amazonica e pelo grande potencial das espécies para aquariofilia, como o acara severo
Heros severus (HECKEL, 1840). A espécie é encontrada em toda a Amazonia brasileira, parte
norte da Guiana, na Bacia do Orinoco da Venezuela, e na drenagem Tocantins no Brasil
(KULLANDER, 1986). Os exemplares selvagens apresentam uma coloracdo verde na regido
dorsal com uma coloracdo mais amarelo ouro na parte ventral. Apresentam oito faixas
verticais pretas distintas, distribuidas de forma equidistante ao longo dos seus lados. Os
individuos dessa espécie apresentam o corpo achatado lateralmente, com padrdo de cores
diversas e intensas, distribuidas ao longo de todo o corpo do animal.

No ramo da aquariofilia, o Brasil atua como grande exportador de peixes
ornamentais devido aos milhdes de peixes que sdo coletados na Bacia Amazobnica, em
especial na regido de Barcelos-AM, onde uma fatia representativa da economia do municipio
sdo atribuidas a pesca de peixes ornamentais (CHAO et al., 2001). O pais, apesar de ser
reconhecido como exportador de peixes ornamentais, possui poucas publicacdes cientificas
sobre este assunto, sendo a maioria relacionada a peixes marinhos (IBAMA, 2008).

A auséncia de producéo técnica e cientifica sobre o assunto reflete deficiéncias,
como a falta de protocolos de manejo, reproducéo, nutricdo e bem estar desses individuos em

laboratdrio. A manutencdo do bem estar animal e a tentativa de se evitar a instalacdo de um
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quadro de estresse cronico é um dos maiores desafios na piscicultura ornamental, frente aos
diversos agentes estressores inerentes ao cultivo desses organismos. Nesse sentido, a
utilizacdo de anestésicos tem se tornado uma ferramenta cada vez mais comum na piscicultura
ornamental, por possibilitar com mais tranquilidade a realizacdo de inUmeras opera¢des como:
biometrias, transporte, repicagem e coletas de sangue (JAVAHERY et al., 2012; SNEDDON,
2012; BITTENCOURT et al, 2013).

Atualmente, muitos produtos quimicos sdo utilizados como anestésicos para
peixes, entre eles, 0s mais comuns sao a tricaina metanosulfato (MS-222), a quinaldina e o
eugenol (VELISEK et al., 2011). O eugenol (metoxifenol 4-alil-2) é o principio ativo
encontrado no dleo de cravo, derivado do caule, folhas e flores da arvore Eugenia
caryophyllata. O eugenol pode compreender 70-90% em peso do 6leo de cravo (JAVAHERY
et al., 2012). Entre as varias vantagens do uso do eugenol, destaca-se o fato do composto ser
facilmente adquirido no mercado, apresentar baixo custo, além de ser seguro para 0 meio
ambiente e o manipulador. Assim, por conta de sua comprovada eficiéncia e suas vantagens
operacionais citadas anteriormente, a cada dia vem aumentando a utiliza¢do do eugenol como

anestésico para peixes.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Verificar a eficiéncia do eugenol como anestésico para duas classes de tamanho
(alevinos e adultos) do peixe ornamental amazénico acara severo (H. severus) e verificar as
respostas hematoldgicas e fisioldgicas de adultos de acara severo, expostos a concentracao e o

tempo de exposicdo ideal encontrado anteriormente.

2.2. ESPECIFICOS

e Testar, entre varias concentracdes de eugenol, qual apresenta melhor tempo de
inducdo e recuperagdo anestésica.
e Analisar a acdo do anestésico, na concentragdo recomendada anteriormente, sobre:
v’ Variaveis hematoldgicas: nimero de eritrécitos, hematdcrito e taxa de
hemoglobina total;
v Indices hematimétricos: volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular

média e concentragcdo de hemoglobina corpuscular média;



v Parametros fisioldgicos: glicose, proteina plasmatica total, triglicerideos e
colesterol.

15
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ANESTESICOS PARA PEIXES

O primeiro relato do uso de anestésicos em peixe € da década de 1930. Desde entdo,
foram estudados diversos agentes quimicos e diferentes procedimentos para insensibilizagdo
de peixes. A partir disso, tornou-se possivel a realizagdo com maior tranquilidade de uma
serie de operacOes basicas presentes no dia a dia de uma piscicultura.

Os anestesicos sao administrados via imersdo dos peixes em solugdo anestésica. O
agente € captado pelas branquias, principal rota de absorcdo e eliminacdo de anestésicos,
difundindo-se para o sangue, que o conduz até o sistema nervoso central (ROSS & ROSS,
2008).

As substancias anestésicas, quando presentes no corpo dos peixes, podem levar a
sedacdo, anestesia cirdrgica ou morte, dependendo da combinacdo, da dose e do tempo de
exposicao dos animais. Os estagios progressivos de anestesia foram descritos por Mc Farland

(1959). A base de seu esquema descritivo esta representada na Tabela 1.

Tabela 1 - Estagios de anestesia em peixes.

Estagios Fases Sinais fisioldgicos e comportamentais

} Responsivo aos fortes estimulos, porém
I Sedagéo com o movimento reduzido e diminuicdo
da ventilag&o.
Perda parcial de equilibrio; forte analgesia;
I Anestesia leve perda total do tonus muscular, perda total
da ventilacdo das branquias e equilibrio
quase ausente.

" Anestesia  profunda - ou Perda total de reacdo, mesmo a fortes

cirargica estimulos.

v Colapso Medular Parada respiratoria, parada cardiaca,
eventual morte, overdose.

Fonte: Mc Farland (1959)

Em geral, os peixes se encaixam perfeitamente na descricdo feita anteriormente para
0s estagios de anestesia. No entanto, cada uma dessas fases possui uma variacéo de tempo que
depende da espécie estudada, da droga utilizada, do tempo de contato e do estado fisiologico
do peixe no momento da indugdo. Em suma, a indugdo deve ser rdpida e com baixa ou
nenhuma hiperatividade acentuada (ROSS & ROSS, 2008).
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Um anestésico eficiente deve produzir anestesia no maximo em trés minutos, com
tempo de recuperacdo de até cinco minutos, devendo ser eficaz em baixas concentracdes e
apresentar toxicidade em doses muito superiores as efetivas (MARKING & MEYER, 1985;
ROSS & ROSS, 2008). Também deve ser seguro aos peixes, aos seres humanos e ao
ambiente, apresentando baixa concentragdo residual nos tecidos, baixo custo, facilidade de
uso, disponibilidade e tipo de procedimento (MARKING & MEYER, 1985; JAVAHERY et
al., 2012). Além disso, deve-se ter o conhecimento prévio das doses a serem utilizadas,
evitando desperdicios financeiros e morte dos peixes (ROUBACH & GOMES, 2001; PARK
etal., 2008; JAVAHERY et al., 2012).

Atualmente, muitos produtos quimicos sao utilizados como anestésico para peixes. No
Brasil o MS-222 (tricaina metano sulfonato), a benzocaina (ethyil-p-aminobenzoato), a
quinaldina (2-4-metilquinolina) ou a quinaldina sulfato (sulfato de 2-4-metilquinolina), o 2-
fenoxietanol (Sigma®), o etileno glicol éter fenil éter — C8H1002 (Merck®), o mentol e o
Eugenol sdo os anestésicos mais utilizados. Porém, ndo existe legislacdo que regulamente o
uso destes produtos para peixes no pais. Por essa razdo sdo adotadas as recomendacdes da
Food and Drug Administration (FDA), que aprova o uso do MS-222 em peixes destinados ao
consumo humano nos Estados Unidos (ROUBACH & GOMES, 2001; NOCHETTO et al.,
2009).

3.2. EUGENOL

O eugenol (metoxifenol 4-alil-2) é o principio ativo encontrado no éleo de cravo, que
é derivado do caule, folhas e flores da arvore Eugenia caryophyllata. O eugenol pode
compreender 70-90% em peso do 6leo de cravo (JAVAHERY et al., 2012). O mesmo tem
sido utilizado como um anestésico topico leve desde a antiguidade e para ajudar com a dor de
dente, dores de cabeca e dores nas articulaces.

E um agente anestésico facilmente encontrado no mercado, que vem sendo utilizado
em centros de pesquisa e estacdes de piscicultura. O eugenol tem se mostrado eficaz,
apresenta baixo custo de aquisicédo, é considerado adequado para 0 meio ambiente e seguro
para os manipuladores, sem riscos aparentes de intoxicagdo (ROUBACH et al., 2005; INOUE
etal., 2003; IVERSEN et al., 2003).

Devido a eficacia do produto como anestésico, recentemente o eugenol vém sendo
alvo de estudo com algumas espécies de peixes de interesse econdémico, tanto ornamentais

quanto de corte, como o acara bandeira Pterophyllum scalare (MITJANA et al., 2014), oscar
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Astronotus ocellatus (SILVA-SOUZA et al., 2015), acard Geophagus brasiliensis (ROCHA
et al., 2015), tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (DELBON et al., 2012; SIMOES et al.,
2012), tambaqui Colossoma macropomun (INOUE et al., 2011), esturjdo siberiano Acipenser
baerii (GOMULKA et al., 2008) e o esturjdo russo Acipenser gueldensaedtii (GOMULKA et
al., 2015). Além de sua utilizagdo como anestésico, tem-se verificado que 0 mesmo tem
potencial antiviral (SIDDIQUI, 1996), antimicrobiano (STECCHINI et al., 1993) e
antifangico (KARAPINAR, 1990).

Segundo o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA
(2013), o eugenol e o 6leo de cravo da India sdo recomendaveis para eutanasia nas classes
Osteichthyes (peixes 6sseos) e Chondrichthyes (peixes cartilaginosos), ou seja, causam pouco
ou nenhum sofrimento e causam a morte de forma humanitaria quando usados de forma

isolada.

3.3. ESTRESSE EM PEIXES

O cultivo de peixes, assim como qualquer outra atividade agricola, preza pela alta
lucratividade. No entanto, alguns requisitos sd0 necessarios para que se alcance a
lucratividade desejada, entre eles, organizacdo e administracdo eficiente do piscicultor, assim
como o conhecimento adequado da biologia e da fisiologia da espécie cultivada. Os peixes,
guando submetidos a situacOes diferentes das encontradas em seu ambiente natural, tendem a
apresentar respostas fisiolégicas prejudiciais ao seu desenvolvimento.

O ambiente aquatico é caracterizado por mudancas abruptas em sua composicao
fisico-quimica. Logo, por ser altamente dinamico, sua composicdo com relacdo ao pH,
oxigénio dissolvido, temperatura, salinidade e compostos nitrogenados, pode variar muito
rapidamente, transformando o local outrora adequado para determinada espécie em um
ambiente adverso e estressante (JORGENSEN, et al., 2002; COSTA et al., 2004;).

O estresse pode ser basicamente definido como um estimulo que promove alteracdes
ou quebra da homeostase. Selye (1973) considerou o estresse como uma série de respostas,
denominadas como Sindrome Geral de Adaptacdo, a qual apresenta trés estagios: (1) reacédo
de alarme: uma serie de alteragdes fisiologicas, como resposta inicial ao estimulo estressor,
gue ocorre de forma a compensar o disturbio; (2) resisténcia: respostas fisioldgicas de ajuste
ou compensatorias para retorno a homeostase; (3) exaustdo: a duragdo ou severidade dos
distarbios causados pela exposicdo ao estressor excede os limites, podendo levar a uma

condic&o patoldgica ou morte.
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Quando os peixes sdo submetidos a situacdo de estresse, ocorre a ativagdo de dois
eixos neuroenddcrinos. O primeiro € o Hipotadlamo-Sistema Nervoso Simpético-Células
Cromafins, que resulta na liberacdo das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). O
segundo é o eixo Hipotalamo-Hipdfise-Interrenal, que culmina na liberacdo dos
corticosteroides (cortisol e cortisona). Assim, a acdo desses hormdnios em diversos 6rgdos-
alvos resulta em modificacdes bioquimicas e fisioldgicas (PERRY & LAURENT, 1993;
WENDELAAR BONGA, 1997; CASTRO & FERNANDES, 2009).

De uma forma geral, a resposta ao estresse apresenta trés niveis: as respostas
primarias, as secundarias e as terciarias. As respostas primarias sao responsaveis pela ativacdo
dos centros cerebrais que resultam na liberacdo de catecolaminas e de corticosteroides. As
respostas secundarias desencadeiam alteracdes bioquimicas e fisioldgicas como aumentos do
débito cardiaco, da capacidade de transporte de O2, da mobilizacdo de substratos energéticos
e dos distarbios no balanco hidromineral. Enquanto que as respostas tercirias se estendem
para o nivel de organismo e populacional, apresentando efeitos como inibigdo do crescimento,
da reproducdo, da resposta imune, além da reducdo da capacidade de tolerancia a agentes
estressores adicionais (OBA et al., 2009).

A resposta primaria ao estresse esta relacionada inicialmente a percepcdo do estimulo
estressor pelo sistema nervoso central. Apos esta constatacdo, ocorre liberagdo do horménio
liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo, que por sua vez estimula a hip6fise ou
pituitaria a liberar o hormonio adrenocorticotrofico ou adrenocorticotrofina (ACTH). O
ACTH circula para o interior do rim, onde estimula as células inter-renais, localizadas na
regido rim-cefélica, ao longo da veia cardinal, e seus ramos para a producdo de cortisol e de
horménios corticosterdides (WEDEMEYER, 1996; MOMMSEN et al., 1999). O sistema
nervoso simpatico, por nervos eferentes, estimula o tecido cromafim no rim cefalico a
sintetizar as catecolaminas, noradrenalina e adrenalina (BRAUN, 2010). Estes horménios, por
sua vez, iniciam uma série de mudancas bioquimicas e fisioldgicas, conhecida como respostas
secundarias ao estresse.

Os efeitos metabolicos das respostas secundarias incluem ativacdo do sistema
cardiovascular, hiperglicemia, hiperlactatemia, deplecdo das reservas glicogénicas, lipolise e
inibicdo da sintese proteica. Aumento do catabolismo de proteinas musculares e alteragdes
nos niveis plasmaticos de aminoacidos, acidos graxos livres e colesterol também podem
ocorrer (PICKERING & POTTINGER, 1989; MILLIGAN, 2003; MARTINS DA ROCHA et
al., 2004). Além destas respostas, hd um aumento da contracdo esplénica, podendo promover

elevagdo dos valores de hematocrito e aumento do volume dos eritrocitos e nimero de
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eritrocitos circulantes, com consequente elevacdo da concentracdo de hemoglobina
(SOLDATOV, 1996; MARIANO, 2006).

Logo apds esse conjunto de modificacdes, controlado pelo sistema neuroendocrino na
tentativa de recuperacdo da homeostase, é conduzida a chamada resposta terciaria ao estresse.
Esse estagio é caracterizado pela quebra total da homeostase e consequente reducdo do
crescimento, sucesso reprodutivo, resisténcia do organismo frente a infecgdes, doencas e
sobrevivéncia (JOBLING, 1994; PANKHUST & VAN DER KRAAK, 1997).

3.4. PANORAMA DA PISCICULTURA ORNAMENTAL

Os paises asiaticos sdo os maiores produtores e exportadores de peixes ornamentais do
mundo. A producdo aquicola ornamental de paises como Malésia, Indonésia, Filipinas e Sri
Lanka é baseada em espécies nativas da regido, como 0 beta Betta splendens, beijador
Helostoma temminckii e o barbus tigre Puntius tetrazona, Assim como também desenvolvem
pacotes tecnoldgicos de producdo de diversas espécies exoticas de alto valor comercial, como
o0 acara disco Symphysodon aequifasciatus, nativo da regido Amazénica (RIBEIRO, 2008).

O Brasil é reconhecido internacionalmente como grande exportador de peixes
ornamentais. Isso devido aos milhdes de peixes que sdo coletados na Bacia Amazoénica, em
especial na regido de Barcelos-AM, onde uma fatia representativa da economia do municipio
¢ atribuida a pesca de peixes ornamentais (CHAO et al., 2001). No entanto, apesar do
comércio de peixes ornamentais coletados no ambiente natural ser predominantemente para
exportacdo, também ha a producdo das principais espécies nativas e exoticas em cativeiro, que
atendem basicamente o mercado interno.

Atualmente, o maior polo produtor brasileiro de peixe ornamental localiza-se no
Estado de Minas Gerais, na regido da Zona da Mata Mineira, sendo Patrocinio de Muriaé um
dos municipios mais relevantes nesta atividade (CARDOSO, 2012). Um estudo realizado pela
AAQUIPAM (Associacdo de Aquicultores de Patrocinio de Muriaé), em 2006 (n&do
publicado), estimou a existéncia de mais de 350 produtores na regido, prevalecendo pequenos
criatorios, com média de 2 a 3 hectares cada (CARDOSO & IGARASHI, 2009).

No entanto, a criacdo de especies nativas é limitada, seja pela falta de pacotes
tecnologicos relacionados a reproducéo, larvicultura e nutricdo; pela falta de pesquisadores e
pesquisas voltadas para a area; pelo impedimento devido a proibicdo de 6rgdos ambientais; e
até mesmo pelo desconhecimento das inimeras espécies com potencial para aquariofilia,

principalmente as amazonicas.
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3.5. 0 ACARA SEVERO

Dentre as espécies amazonicas com potencial para a aquariofilia, destaca-se o acara
severo. Segundo a descrigdo da espécie feita por Heckel em 1840, a espécie pertence ao reino
Animalia, filo Chordata, classe Actinipterygii, ordem Perciformes, familia Cichlidae, género
Heros e espécie Heros severus. Individuos dessa espécie sdo encontrados em toda a
Amazonia (Brasil), na Guiana, na Bacia do Orinoco da Venezuela, e na bacia do Tocantins no
Brasil (KULLANDER, 1986).

Os exemplares dessa espécie sdo fortemente comprimidos lateralmente, com um corpo
estreito e regido ventral comprimida quando visto de frente. Os olhos séo relativamente
grandes na lateral da cabeca. Os juvenis apresentam oito bandas negras verticais claramente
definidas. Quando adultos, apds atingirem a maturidade sexual, ocorre uma variagdo na
intensidade da cor. Os machos sdo mais coloridos, com nadadeiras em tons de vermelho e
laranja, assim como a presenca de coloracdo vermelho em mosaico pelo seu corpo. A fémea €
geralmente menor e menos colorida, com um tom de verde oliva predominante.

Em comparagdo com os outros membros do género Heros, o H.severus, tem uma boca,
pequena, labios estreitos, rosto pontudo e uma ampla faixa azul-cinza no maxilar inferior. Em
adultos, na maioria das vezes, somente a sétima faixa vertical ainda é vigorosamente visivel
todo o tempo. A cor preta desta banda estende-se da dorsal, mas ndo chega até a nadadeira
anal. Além disso, esta mesma faixa vertical pode ser mais visivel ou desaparecer dependendo
do comportamento do peixe.

Na natureza, o acaréa severo é habitante de aguas lentas, comumente encontrado em
igarapes e lagos, tanto de aguas claras como escuras. Sao onivoros, mas com uma énfase
significativa em material vegetal (LOWE-MCCONNELL, 1969). De acordo com Knoppel
(1970), que analisou o conteudo do estbmago em nove espécimes do género Heros, incluindo
H. severus, frutas compunham 47% do volume total, "detritos" (matéria vegetal
irreconhecivel) 23%, peixes 8% e crustaceos 7%.

No entanto, mesmo com evidente apelo desta espécie para a aquariofilia, é notoria a
falta de informacg6es na literatura. Assim, para suprir esta caréncia de informaces, faz-se
necessario o desenvolvimento de um pacote tecnoldgico na area da reproducéo, larvicultura,

nutricdo e manejo da espécie.
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Eugenol como anestésico no manejo do peixe ornamental amazonico acara severo Heros
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Resumo - Com o presente trabalho objetivou-se avaliar a eficiéncia do eugenol como
anestésico para duas classes de tamanho do acarad severo, Heros severus e verificar qual a
dose mais eficiente no tempo de inducdo e recuperacdo a anestesia. Foram utilizados 120
individuos de H. severus, alevinos (n=60) com 0,07 £ 0,01 g e 1,3 £ 0,29 cm e adultos (n=60)
com 25,2 + 0,86 g e 8,2 £ 0,12 cm. Os alevinos foram transferidos aleatoriamente para seis
aquarios de 60L em uma densidade de estocagem de 10 exemplares por aquario. Da mesma
forma, os adultos, para seis aquarios de 200L, com densidade de estocagem de 10 exemplares
por aquério. Realizou-se os experimentos em um delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (50; 75; 100; 125; 150 e 175 mg L™ ) e 10 repeticdes, sendo o peixe a
unidade experimental. Todas as concentracdes de eugenol testadas foram eficientes em
induzir alevinos e adultos ao estagio de anestesia profunda. Recomenda-se para os alevinos a
concentracdo de 50 mg L, para realizacdo de manejos de curta e de longa duracdo. Para 0s
adultos, recomenda-se a concentragdo de 50 mg L™ para procedimentos de curta duracdo e 75
mg L™ para procedimentos de longa duragéo.

Termos para indexacéo: ciclideo amazonico, anestesia leve, anestesia profunda, 6leo de cravo,

piscicultura.
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Eugenol as an anesthetic in the management of ornamental fish Amazonian banded

cichlid Heros severus (Heckel, 1840)
Abstract -. With this study aimed to evaluate the eugenol efficiency as anesthetic for two size
classes of ornamental fish banded cichlid, Heros severus and find what the most effective
dose in the induction time and anesthesia recovery. Were used 120 individuals of H. severus,
fingerlings (n=60) with 0.07 + 0.01g and 1.3 + 0.29 cm and adults (n=60) with 25.2 + 0.86 g
and 8.2 £ 0.12 cm. The fingerlings were transferred randomly to six aquariums 60L in a 10
copies per aquarium stocking density. Similarly, adults 200L to six aquaria, with 10 copies
per tank stocking density. We conducted the experiments in a completely randomized design
with six treatments (50; 75; 100; 125; 150 and 175 mg L™) and 10 repetitions, and the fish the
experimental unit. All eugenol concentrations tested were effective in inducing fingerlings
and adults banded cichlid to profound anesthesia stage. Recommended for fingerlings the
concentrations of 50 mg L™ to short duration procedures and 75 mg L™ to long duration
procedures.

Index terms: cichlid amazon, light anesthesia, deep anesthesia, clove oil, pisciculture.

Introducao

No ramo da aquariofilia, o Brasil possui importancia como grande exportador de
peixes ornamentais, devido aos milhdes de peixes que sdo coletados na Bacia Amazdnica, em
especial na regido de Barcelos-AM, onde uma fatia representativa da economia do municipio
é atribuida a pesca de peixes ornamentais (Chao et al., 2001). Com relacdo a producdo em
cativeiro, atualmente, o maior polo produtor brasileiro de peixe ornamental localiza-se no
estado de Minas Gerais, na regido da Zona da Mata Mineira, sendo Patrocinio de Muriaé um
dos municipios mais relevantes nesta atividade (Cardoso, 2012). Um estudo realizado pela

Associacdo de Aquicultores de Patrocinio de Muriaé (AAQUIPAM) em 2006 estimou a
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existéncia de mais de 350 produtores na regido, prevalecendo pequenos criatorios, com media
de 2 a 3 hectares cada (Cardoso & Igarashi, 2009).

O pais, apesar de ser reconhecido como exportador de peixes ornamentais, possui
poucas publicac6es cientificas sobre o assunto, sendo a maioria relacionada a peixes marinhos
(Ibama, 2008). A auséncia de producdo técnica e cientifica sobre o assunto reflete em
deficiéncias, como a falta de protocolos de manejo, reproducdo, nutricdo e bem estar desses
individuos, demostrando uma subutilizacdo do potencial de uma gama de espécies com
potencial para aquariofilia.

Dentre as espécies amazonicas com potencial para piscicultura ornamental, destaca-se
0 acara severo. Segundo a descricdo da espécie feita por Heckel em 1840, a espécie pertence
ao reino Animalia, filo Chordata, classe Actinipterygii, ordem Perciformes, familia Cichlidae,
género Heros e espécie Heros severus. A espeécie é encontrada em toda a Amazonia (Brasil),
na Guiana, na Bacia do Orinoco da Venezuela, e na bacia do Tocantins no leste do Brasil
(Kullander, 1986). Os individuos dessa espécie sdo fortemente comprimidos lateralmente,
com um corpo estreito e peito achatado, quando vistos de frente. Os olhos sdo relativamente
grandes na lateral da cabeca. Os juvenis apresentam oito bandas negras verticais claramente
definidas ao longo do corpo. Quando adultos, apds atingirem a maturidade sexual, ocorre uma
variacdo na intensidade da cor. Os machos sdo mais coloridos, com nadadeiras em tons de
vermelho e laranja, assim como a presenca de coloracdo vermelho em mosaico pelo seu
corpo. A fémea, por sua vez, é geralmente menor e menos colorida, com um tom de verde
oliva claro predominante. No periodo reprodutivo as fémeas apresentam uma alteracdo na sua
coloragcdo, com escurecimento da regido dorsal e lateral, ficando esta regido com uma
coloracé@o verde oliva escura, assim como a regido ventral, que por sua vez apresenta uma

intensificagdo na coloragdo amarela.
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Em pisciculturas e centros de pesquisas, existem inimeros procedimentos de manejo
realizados com os peixes: biometrias, transporte, repicagem e coletas de sangue (Mylonas et
al., 2005). Devido a isso, a utilizacdo de anestésicos tem se tornado uma ferramenta cada vez
mais comum na piscicultura ornamental, por possibilitar com mais tranquilidade a realizacdo
dessas operacoes.

Atualmente, muitos produtos quimicos sdo utilizados como anestésicos para peixes.
Entre eles, os mais comuns sdo a tricaina metanosulfato (MS-222), a quinaldina e o eugenol
(Velisek et al., 2011). O eugenol (metoxifenol 4-alil-2), que tem seu principio ativo
encontrado no Oleo de cravo, destaca-se dentre os demais por ser um produto natural,
derivado do caule, folhas e flores da arvore Eugenia caryophyllata, podendo compreender de
70 a 90% em peso do oOleo de cravo. Entre as varias vantagens do uso do eugenol, destaca-se o
fato do composto ser facilmente adquirido no mercado, apresentar baixo custo, além de ser
seguro para 0 meio ambiente e o manipulador (Roubach et al., 2005). Assim, por conta de sua
comprovada eficiéncia e suas vantagens operacionais, diversos estudos vém sendo realizados
utilizando o eugenol como anestésico para peixes de corte. No entanto, ainda sdo escassos na
literatura estudos deste anestésico com espécies ornamentais.

Desta forma, com o presente trabalho, buscou-se analisar a eficiéncia do eugenol como
anestésico para duas classes de tamanho do peixe ornamental amazonico acara severo H.

severus e verificar qual a dose mais eficiente no tempo de indugéo e recuperacao a anestesia.

Material e Métodos
O experimento foi realizado no Laboratdrio de Peixes Ornamentais da Faculdade de
Engenharia de Pesca do Instituto de Estudos Costeiros da Universidade Federal do Para,

Campus de Braganca.
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Os exemplares do peixe ornamental acara severo, H. severus, utilizados no presente
trabalho séo provenientes da Piscicultura Sdo Tome, localizada no municipio de Terra Alta —
PA, latitude 01°02'28" sul e longitude 47°54'27" oeste. Estes foram transportados em sacos
plasticos até o laboratdrio e acondicionados em caixas plasticas de 200L, para a adaptacdo as
condicdes laboratoriais até o inicio do experimento.

Foram utilizados 120 individuos de H. severus, divididos em duas classes de tamanho:
alevinos (n=60) com 0,07 £ 0,01g e 1,3 £ 0,29cm e adultos (n=60) com 25,2 + 0,869 € 8,2
0,12cm. Os alevinos foram selecionados em tamanhos homogéneos e transferidos
aleatoriamente para seis aquarios de 60 L em uma densidade de estocagem de 10 exemplares
por aquario. Da mesma forma, os adultos, foram selecionados aleatoriamente e transferidos
em tamanhos homogéneos para seis aquarios de 200L, também em densidade de estocagem
de 10 exemplares por aquario. ApO6s novo periodo de aclimatacdo, realizou-se 0s
experimentos em um delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos, ou seja,
concentraces de eugenol (50; 75; 100; 125; 150 e 175 mgL™ ) e 10 repeticdes, sendo o peixe
a unidade experimental.

Para o preparo da solucdo padrdo, o eugenol foi previamente diluido em alcool etilico
absoluto (99,5°GL) na concentracdo de 1:10. O experimento foi realizado ndo tendo
conhecimento o avaliador de qual concentracéo era testada. Em ambas as classes de tamanho
(alevinos e adultos) foram utilizados dois aquarios com aeracdo constante, tanto para 0s
processos de anestesia e recuperacdo anestésica. Para os alevinos foram utilizados dois
aquarios de 2L. O primeiro, onde ocorria a indugéo, continha 1L de &gua acrescida a solucao
anestésica na respectiva concentracdo testada. O segundo, onde ocorria a recuperacgéo,
continha 2L de &gua sem anestésico. Da mesma forma, procedeu-se com o0s adultos,
entretanto utilizando aquarios de 20L. O primeiro contendo 5L de agua mais a solucdo

anestésica para a inducgéo e o segundo 10L de &gua para a recuperacao.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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Os sinais peculiares da inducéo a anestesia profunda e recuperacdo dos animais foram
observados de acordo com metodologia adaptada de Mitjana et al., (2014) e registrados por
cronémetro digital (Tabela 1). O tempo gasto até o animal atingir os estagios de anestesia
leve, anestesia profunda e de recuperacao foi monitorado com crondmetro digital e registrado
para realizacdo de futuras andlises dos dados. Além disso, 96 horas ap6s a inducdo a
anestesia, averiguou-se a sobrevivéncia dos peixes nas diferentes concentracOes testadas.

Tabela 1 - Tempos de anestesia e recuperacdo anestésicas utilizados no presente trabalho.
Modificado de Mitjana et al., (2014).

ESTAGIO DE ANESTESIA DESCRIQAO E COMPORTAMENTO

Anestesia leve Perda total de equilibrio, nadadeiras peitorais
com movimentagdo  regular,  batimento
opercular normal.

Anestesia profunda Nenhum movimento, perda de resposta para
estimulos tateis, batimento opercular lento e
irregular.

Recuperacéo Resposta frente estimulos tateis e visuais,

natacdo normal.

Apds anestesia de cada peixe, a d&gua do aquario contendo eugenol foi trocada para
evitar diminuicdo da concentracdo do anestésico de uma repeticdo para outra. Da mesma
forma, para evitar o acimulo de residuos do anestésico e dos metabolitos eliminados pelos
peixes na agua do aquario de recuperacdo, esta também foi renovada a cada exemplar
recuperado da anestesia.

Para a realizacdo do experimento, todas as variaveis de qualidade de 4gua dos aquérios
de anestesia e recuperacao foram mantidas proximas as condi¢des pre-experimentais. Durante
a realizacdo do experimento, as variaveis como, temperatura (27,20 + 0,08 °C), oxigénio
dissolvido (6,26 + 0,28 mg L™), pH (5,65 + 0,47) e condutividade (0,70 + 0,05 ps) foram

mensuradas por meio da sonda multiparametro Horiba (U-10).



33

Para analise estatistica, utilizou-se o programa SISVAR 4.3. Os dados foram
submetidos a uma andlise de variancia ANOVA e, em caso de significancia (P<0,05), foram

submetidos a um teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Resultados
Em todas as concentrac@es, observou-se 100% de sobrevivéncia em até 72 horas apos
0 procedimento de inducéo e recuperacdo dos peixes a anestesia. Os valores dos tempos de
inducdo, recuperacao anestésica e o desvio padrdo dos mesmos estdo apresentados na tabela 2.
Tabela 2 - Tempo médio em segundos + (DP) dos estdgios de anestesia leve, anestesia

profunda e recuperagdo de alevinos e adultos de Heros severus, submetidos a anestesia com
eugenol.

ESTAGIO ALEVINOS

DE
ANESTESIA 50mgL*  75mgL* 100mgL* 125mgL* 150mgL* 175mgL*

Anestesia leve 506 +11,7a 376+75b 283%6,2¢C 295+48¢c 247+74c 246+32cC

Anestesia 1435+163a 1336+155a 107,6+159b 953+98b 968+148b 801+151c
Profunda

Recuperagio  277+47,7d  4641+109c 5550+619b 754+653a 793+827a 78l1+54a
ESTAGIO ADULTOS

DE

ANESTESIA 50mgL™* 75mgL? 100mgL* 125mgL* 150mgL*  175mgL*

Anestesia leve 77+115a 526+101b 564+62b 515+115b 53+115b 46,9+8,60Db
Anestesia
Profunda
Recuperagcdo 3852+747a 2882+636b 2768+579b 309,6+166b 282,7+378b 3425+743a

359+90,4a 169,8+399b 143+245b 1332%225b 1093+x265c 822%16,1c

Letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade.

As concentracfes de eugenol influenciaram significativamente (P<0,05) no tempo de
indugdo dos alevinos e adultos de H. severus ao estagio de anestesia leve. Para os alevinos, o
tempo de inducdo & anestesia leve das concentraces 50 e 75 mg L™ diferiram estatisticamente
entre si, apresentando 0s peixes expostos a menor concentragdo um maior tempo de inducdo.
Por outro lado, os alevinos submetidos nas concentracdes de 100, 125, 150 e 175 mg L™ ndo
diferiram estatisticamente entre si, apresentando um tempo de inducéo a anestesia leve menor

do que as concentragdes de 50 e 75 mg L™ (Tabela 1). Para os adultos, o tempo de inducéo a
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anestesia leve dos peixes submetidos & concentracio de 50 mg L™ foi superior ao dos peixes
submetidos s concentragbes de 75, 100, 125, 150 e 175 mg L™, que ndo diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 1).

Houve efeito significativo (P<0,05) das concentracdes de eugenol sobre o tempo de
inducdo dos alevinos e adultos de H. severus ao estagio de anestesia profunda. Para os
alevinos, os tempos de inducédo ao estagio de anestesia profunda nas concentragdes de 50 e 75
mg L™ n&o apresentaram diferencas estatisticas entre si. No entanto, ambas diferenciaram-se
das demais concentracdes testadas, sendo a de 175 mg L™ a que apresentou menor tempo de
inducdo (Tabela 1). O tempo de inducdo a anestesia profunda dos adultos submetidos na
concentracdo de 50 mg L™ foi superior aos expostos nas de 75, 100 e 125 mg L™, que foram
estatisticamente iguais. As concentracdes anestésicas de 150 e 175 mg L™ apresentaram os
menores tempos de inducdo a anestesia profunda, ndo diferindo estatisticamente entre si
(Tabela 1).

As concentracdes de eugenol influenciaram significativamente (P<0,05) o tempo de
recuperacdo dos alevinos e adultos de H. severus aos estagios submetidos a anestesia
profunda. Para os alevinos, a concentracdo de 50 mg L™ apresentou 0 menor tempo de
recuperacéo, enquanto que 0s expostos as concentragdes de 125, 150 e 175 mg L™, néo
diferiram estatisticamente entre si, apresentando 0s maiores tempos (Tabela 1). Os tempos de
recuperacdo dos adultos submetidos & concentracdo 50 e 175 mg L™, menor e maior
concentragOes testadas respectivamente, ndo diferiram estatisticamente entre si. No entanto,
ambas as concentracfes apresentaram tempos de recuperacdo estatisticamente superiores as

concentracdes de 75, 100, 125 e 150 mg L™, que s&o estatisticamente iguais (Tabela 1).
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Discussao

Um aspecto muito importante na utilizacdo de um agente anestésico é a sua seguranca
em relacdo ao ambiente, a0 manipulador e ao peixe. E preciso que o agente anestesie 0
animal, mas nao ofereca risco a sobrevivéncia no pds-anestesia. Em trabalho com eugenol,
onde se testou o produto como anestésico para os ciclideos acara bandeira Pterophyllum
scalare (Mitjana et al., 2014), oscar Astronotus ocellatus (Silva-Souza et al., 2015), acara
Geophagus brasiliensis (Rocha et al., 2015) e tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (Delbon
et al., 2012; Sim0es et al., 2012), foi observado 100 % de sobrevivéncia no periodo pos-
tratamento, corroborando com demonstrado no presente estudo com alevinos e adultos de
acara severo.

Nos experimentos realizados, pdde-se observar a passagem sequencial dos estagios de
anestesia leve para a profunda, seguido pela recuperacdo anestésica. Isto demonstra a
eficiéncia do uso do eugenol como anestésico para alevinos e adultos de H. severus. O mesmo
anestésico teve sua eficiéncia comprovada quando utilizado com os ciclideos amazonicos,
acara bandeira P. scalare (Mitjana et al., 2014), oscar A. ocellatus (Silva-Souza et al., 2015)
e 0 acara G. brasiliensis (Rocha et al., 2015). Além de ter a sua eficiéncia comprovada e
utilizacdo com seguranca para uma gama de espécies de peixes como o tambaqui Colossoma
macropomun (Inoue et al., 2011), tilapia do Nilo (Simdes et al., 2012; Ribeiro et al., 2015),
matrinxa Brycon cephalus (Inoue et al., 2003), Piraputanga Brycon hilarii (Fabiani et al.,
2013), ariacd Lutjanus synagris (Souza et al., 2015), e peixes ornamentais, como 0 quinguio
Carassius auratus (Bittencourt et al., 2012) e guppy Poecilia reticulata (Cunha et al., 2015).

No decorrer da indugdo a anestesia com eugenol, o padrdo comportamental exibido
pela espécie do presente estudo, em ambas as fases, foi similar ao descrito por Ross e Ross,
(2008), apresentando sinais de hiperatividade ao contato inicial com o anestésico, natagéo

agitada, movimentos operculares acelerados, seguido de relaxamento muscular, pequenos
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espasmos musculares, diminuicdo dos batimentos operculares e perda parcial e total do
equilibrio. Comportamentos eufdéricos com movimentacdo acelerada foram observados em
tilapia do Nilo anestesiadas com eugenol nas concentracdes de 40 e 60 mg L™ (Vidal et al.,
2008), juvenis do oscar nas concentracdes de 80 e 100 mg L™ (Silva-Souza et al., 2015),
assim como em juvenis de G. brasiliensis, nas concentracdes de 100 e 175 mg L™, (Rocha et
al., 2015).

No presente trabalho, observou-se que para alevinos e adultos o aumento da
concentracdo do anestésico promoveu a diminuicdo do tempo de inducdo a anestesia leve.
Para os adultos, a concentracdo de 50 mg L™ mostrou-se eficiente, induzindo os peixes no
tempo médio de 77 segundos, dentro do tempo limite (180 segundos) preconizado por Keene
et al (1998) e préximo aos valores encontrados em experimentos com os ciclideos amazdnicos
acard bandeira (Mitjana et al., 2014), oscar (Silva-Souza et al., 2015) e o G. brasiliensis
(Rochaet al., 2015).

A concentragdes de 50 mg L™ de eugenol foi eficiente em induzir anestesia leve em
tempo consideravelmente satisfatdrio, tanto em alevinos, como adultos de H. severus. Da
mesma forma que observado em outras espécies de clima tropical como o tambaqui (Inoue et
al.,, 2011), pacu Piaractus mesopotamicus (Rotili et al., 2012), pacamd Lophiosilurus
alexandri (Ribeiro et al., 2013), tilapia do Nilo (Simdes et al., 2012; Ribeiro et al., 2015),
matrinxd@ (Inoue et al., 2003), ariac6 (Souza et al., 2015), G. brasiliensis (Rocha et al.,
2015) e lambari Astyanax altiparanae (Pereira Da Silva et al., 2009).

Comparando os tempos de inducéo entre as duas classes de tamanho, nota-se que 0s
alevinos chegam mais rapidamente que os adultos ao estagio de anestesia profunda em todas
as concentracdes do anestésico utilizada. De acordo com Zahl et al. (2009), o peso de corpo é
um fator importante, que afeta a eficacia dos agentes anestésicos relativo aos tempos de

indugédo e recuperagdo a anestesia. Trabalhos com anestésicos utilizando peixes de massa
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corporea tdo pequena (0,07 + 0,01g), como os utilizados no presente estudo, sdo escassos na
literatura. Variaveis como o peso, comprimento, formato do corpo, idade, sexo, estadio de
maturacdo sexual e superficie das branquias, interferem no tempo de inducédo e na eficiéncia
dos anestésicos (Woody et al., 2002; Roos & Roos, 2008; Carter et al., 2011; Hoseini et al.,
2013). Neste contexto, as branquias recebem atencdo especial, pois é por ela que as
substancias anestésicas sdo absorvidas e chegam até a corrente sanguinea (Summerfelt &
Smith, 1990). Ao se comparar a area das branquias ou superficie branquial de espécies de
grande porte e de tamanho reduzido, constata-se que as espécimes menores possuem
superficie branquial superior (Javahery et al., 2012). Dessa forma a passagem ou absor¢édo do
anestésico é mais eficiente e mais rapida em espécimes de pequeno porte ou em fases iniciais
de desenvolvimento, como observado no presente trabalho.

Ao se comparar resultados dos tempos de inducdo a anestesia em trabalho com
alevinos de tilapia do Nilo com 0,08 £+ 0,002 g (Ribeiro et al., 2015), utilizando as mesmas
concentracdes de eugenol do presente estudo, percebe-se que o tempo de inducdo a anestesia
profunda dos alevinos de tilapia em todas as concentracGes testadas é inferior ao
demonstrado no presente trabalho para os alevinos de H. severus. Essa diferenca entre os
tempos de inducdo, mesmo entre espécies pertencentes a mesma familia e possuindo peso
corporal muito parecido, sugere uma maior resisténcia de alevinos de H. severus a anestesia
com eugenol. Além disso, é preciso levar em consideracdo que 0s mecanismos de anestesia
em peixes ndo estdo completamente elucidados (Summerfelt & Smith, 1990; Ross & Ross,
2008). Logo, por serem espécies distintas, ambas podem apresentar mecanismos bioldgicos e
respostas fisioldgicas diferentes frente a0 mesmo agente anestésico.

Keene et al., (1998) sugeriram que um anestésico deve ser eficaz em baixas
concentracdes e apresentar toxicidade em doses muito superiores as efetivas, além de

apresentar rapido tempo de inducéo (aproximadamente 180 s) e rapida recuperagdo dos peixes
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(aproximadamente 300 s). Com excecdo da concentracdo de 50 mg L™ na inducdo dos
adultos de H. severus, todas as concentracdes testadas foram suficientes para induzir os peixes
ao estagio de anestesia profunda em tempo inferior a 180 segundos. Desta forma, ao se levar
em consideracdo o conceito de dose minimamente eficaz (Marking & Meyer, 1985), pode-se
utilizar com seguranca a concentracdo de 75 mg L™ como ideal para anestesia em adultos de
H. severus. J& para o oscar (Silva-Souza et al., 2015) e G. brasiliensis (Rocha et al., 2015), o
eugenol se mostrou um indutor eficaz & anestesia quando utilizado entre 50 e 80 mg L™ de
eugenol.

Um dos pré-requisitos para a escolha de um anestésico é a questdo econdmica
(Marking & Meyer, 1985), desta forma, preconiza-se o0 uso do anestésico em uma
concentracdo minimamente eficiente. Além disso, geralmente as concentracfes elevadas de
anestésico podem ser estressantes para 0s peixes, alterando a taxa metabolica, consumo de
oxigénio e condi¢bes hematologicas (Park et al., 2008).

De uma forma em geral, percebe-se uma relacdo positiva entre as concentracfes de
anestésico testadas e o tempo de recuperacdo dos peixes do estagio de anestesia profunda.
Como em experimentos realizados com alevinos de lambari (Pereira Da Silva et al., 2009),
pacama (Ribeiro et al., 2013), tilapia do Nilo (Ribeiro et al., 2015) e G. brasiliensis (Rocha et
al., 2015), os alevinos de H. severus submetidos nas concentracdes mais elevadas de eugenol
retomaram a condicdo de equilibrio e recuperacdo mais lentamente do que aqueles expostos
nas concentracdes mais baixas do anestésico. Dessa forma, preconiza-se a utilizacdo de 50 mg
L™ de eugenol, uma vez que esta foi a tinica concentracéo em que os alevinos de acara severo
recuperaram o equilibrio dentro do limite de tempo (300 s) considerado seguro (Keene et al.,
1998).

Por outro lado, diferente dos resultados com os alevinos, ndo foi observado esse

padréo de comportamento para o tempo de recuperacdo de adultos de acaré severo induzidos a
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anestesia, sendo o tempo de recuperacdo da concentracdo mais baixa (50 mg L™)
estatisticamente igual ao da maior concentracdo (175 mgL™). E de amplo conhecimento que
0 eugenol apresenta efeito acumulativo devido a sua natureza lipofilica, fazendo com que este
acumule nos tecidos (Mitjana et al., 2014). Essa caracteristica do farmaco faz com que o
mesmo seja metabolizado mais lentamente, o que causa reflexos no tempo de recuperacdo dos
peixes expostos ao eugenol, levando os individuos recuperarem-se mais lentamente. Vale
ressaltar que a concentracdo de 50 mg L™, demorou 359 segundos para induzir os adultos ao
estagio de anestesia profunda, extrapolando o limite de 180 segundos, considerado seguro por
Kenne et al. (1998). Assim, a exposi¢cdo prolongada ao anestésico somada ao carater
cumulativo do farmaco causaram alteracGes no tempo de recuperacdo na dose mais baixa
utilizada no presente trabalho. Ja as demais concentracfes testadas recuperaram os adultos de
acara severo dentro da margem de tempo preconizada por Kenne et al., (1998). Desta forma,
utilizando o conceito da dose minimamente eficaz, a concentragdo de 75 mg L™, mostrou-se
ideal para inducdo de adultos de H. severus, pois a mesma foi eficaz em induzir e recuperar 0s
peixes dentro da faixa de tempo preconizada pela literatura.

De acordo com os dados apresentados no presente estudo, € possivel observar uma
larga variacdo de concentracdes de eugenol para anestesiar alevinos e adultos de H. severus.
No entanto, é perceptivel a influéncia do peso ou mais especificamente da fase de vida nos
respectivos tempos de inducdo e recuperacdo, reforcando a ideia que cada espécie de peixe em
sua respectiva fase de vida tem um tempo especifico para inducdo anestésica conforme suas

caracteristicas fisiologicas.

Conclusdes
1 - Recomenda-se para os alevinos de acaré severo a concentracio de 50 mg L™, para

realizacdo de manejos de curta e de longa duracao.
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2 - Para adultos de acaré severo, recomenda-se a concentracdo de 50 mg L™ para

procedimentos de curta duracdo e 75 mgL™ para procedimentos de longa duracéo.
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Resumo - Com o trabalho objetivou-se avaliar as respostas hematologicas e fisioldgicas de
adultos de acara severo anestesiados com o eugenol. Foram utilizados 60 peixes com peso e
comprimento médio de 25,2 + 0,869 e 8,2 + 0,12cm, respectivamente. Os peixes foram
dispostos de maneira individual em 60 aquéarios de 60L contendo 45L de agua. Utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 4, com cinco repeticdes,
sendo o peixe a unidade experimental. Coletou-se sangue dos peixes submetidos a trés
diferentes protocolos de procedimentos: anestesiado (peixes expostos a 75 mgL™ de eugenol
durante 133s); anestesia simulada e controle. Para cada procedimento, foram realizadas quatro
amostragens de sangue em diferentes tempos: 0 (imediatamente apds o procedimento), 6, 12 e
24h. A exposicao de adultos de acara severo a anestesia com eugenol na concentracao ideal de
75 mgL™ por 133 segundos, foi suficiente para causar alteracées nos valores das seguintes
variaveis: hematdcrito, proteina total, hemoglobina, numero de eritrocitos, volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular media, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, triglicerideos e colesterol. Os resultados obtidos mostram que, a
concentracdo e o tempo de exposicdo testados foram suficientes para causar alteragcdes nas
variaveis analisadas, desencadeando respostas fisioldgicas caracteristicas do estresse.

Termos para indexacao: ciclideo amazoénico, variaveis hematoldgicas, estresse, anestesia.



48

Histological and physiological responses of ornamental fish Amazonian banded cichlid
Heros severus, anesthetized with eugenol
Abstract - With the work aimed to evaluate the hematological and physiological responses of
banded cichlid adults anesthetized with eugenol. To perform the assay was used a total of 60
fish with na average weight and lenght of 25.2 + 0.86 g and 8.2 + 0.12 cm, respectively. The
fish were placed individually in 60 aquariums of 60 L containing 45 L of water. To carry out
the work was used a completely randomized design in a factorial 3 x 4 with five repetitions,
and the fish was the experimental unit. Was collected the blood of fish subjected to three
diferentes protocols procedures anaesthetized (fish exposed to 75 mg L-1 of eugenol during
133 s); simulated anesthesia and control. For each procedure, there were four blood samplings
at different times: 0 (immediately after procedure), 6, 12 and 24 h. The banded cichlid adult
exposure to anesthesia with eugenol in the ideal concentration of 75 mg L-1 by 133 seconds
was enough to cause changes in the values of variables, hematocrit, total protein, hemoglobin,
red blood cell count, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean
corpuscular hemoglobin concentration, triglycerides and cholesterol. The results show that the
concentration and time of exposure were tested enough to cause changes in the variables
analyzed, triggering physiological responses characteristics of stress.

Index terms: Cichlid amazon, hematologic variables, stress, anesthesia.

Introducéo
O uso de agentes anestésicos € uma pratica comum na aquicultura moderna. Desta
forma, é indiscutivel a necessidade da utilizacdo dessas substancias, uma vez que elas

permitem a realizacdo de atividades de rotina com muito mais facilidade, evitando injarias
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fisicas ao peixe, além de mais conforto e seguranca aos manipuladores (Ruane et al., 2002;
Acerete et al., 2004; Mylonas et al., 2005).

No entanto, alguns aspectos devem ser observados quanto ao uso de anestésicos, como
possiveis efeitos adversos ao uso da substancia, como por exemplo, se 0 mesmo apresenta
algum tipo de toxicidade ao manipulador, a0 meio ambiente e ao peixe; e se a respectiva
concentracdo é suficiente para inducdo do peixe ao estagio de anestesia desejado na fase de
vida do animal. E importante também levar em consideragio as possiveis alteracdes nos
parametros de qualidade de &gua, como deplecdo nos valores de oxigénio dissolvido; a
viabilidade econdmica da utilizacdo do anestésico e suas respectivas implicacdes legais. Além
disso, a literatura recomenda que uma substancia, para ser considerada um bom anestésico
para peixes, deve ser eficiente em concentracdo muito inferior a considerada letal, induzindo
0S peixes ao estagio de anestesia profunda e recuperacdo anestésica dentro dos intervalos de
180 e 300 segundos, respectivamente (Kenne et al.,1998).

Atualmente, muitos produtos quimicos sdo utilizados como anestésicos para peixes,
entre eles, 0s mais comuns sdo a tricaina metanosulfato (MS-222), a quinaldina e o eugenol
(Velisek et al., 2009). O eugenol (metoxifenol 4-alil-2), que tem seu principio ativo
encontrado no Oleo de cravo, destaca-se dentre os demais por ser um produto natural,
derivado do caule, folhas e flores da arvore Eugenia caryophyllata, podendo compreender de
70 a 90% em peso do 6leo de cravo. Entre as varias vantagens do uso do eugenol, destaca-se o
fato do composto ser facilmente adquirido no mercado, apresentar baixo custo, além de ser
seguro para o meio ambiente e o manipulador (Roubach et al., 2005).

Dentre o grande nimero de especies amazonicas com potencial para a aquariofilia,
destaca-se 0 acaré severo. Segundo a descricdo feita por Heckel em 1840, a espécie pertence
ao reino Animalia, filo Chordata, classe Actinipterygii, ordem Perciformes, familia Cichlidae,

género Heros e espécie Heros severus. A especie é encontrada em toda a Amazonia (Brasil),
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na Guiana, na Bacia do Orinoco da Venezuela, e na bacia do Tocantins no leste do Brasil
(Kullander, 1986). Quando vistos de frente, os individuos dessa espécie sdo fortemente
comprimidos lateralmente e olhos sdo relativamente grandes na lateral da cabeca. Os juvenis
apresentam oito bandas negras verticais claramente definidas ao longo do corpo. Quando
adultos, apos atingirem a maturidade sexual, ocorre uma variacdo na intensidade da cor. Os
machos sdo mais coloridos, com nadadeiras em tons de vermelho e laranja, assim como a
presenca de coloracdo vermelho em mosaico pelo seu corpo.

Embora seja recomendada a utilizacdo de anestésicos para 0 manejo de peixes,
recentes estudos vém demonstrando alteracGes fisioldgicas e hematoldgicas, mesmo apds 0s
individuos alcancarem o estagio de anestesia profunda (Lepic et al., 2014; Padua et al., 2013;
Haseini et al., 2010). Desta forma, com o presente estudo objetivou-se avaliar as respostas

fisioldgicas e hematoldgicas de adultos de acara severo anestesiados com eugenol.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes Ornamentais da Faculdade de
Engenharia de Pesca do Instituto de Estudos Costeiros da Universidade Federal do Pard,
Campus de Braganca.

Os exemplares do peixe ornamental acard severo (Heros severus) utilizados no
presente trabalho foram adquiridos da Piscicultura Sdo Tomé, localizada no municipio de
Terra Alta — PA, latitude 01°02'28" sul e longitude 47°54'27" oeste. Os individuos foram
transportados em sacos plasticos até o laboratorio e acondicionados em caixas plasticas de
200L para a adaptacdo as condicdes laboratoriais até o dia do presente experimento.

Para realizagdo do ensaio, utilizou-se um total de 60 peixes com peso e comprimento
médio de 25,2 £0,869g e 8,2 = 0,12cm, respectivamente. Por um periodo de 15 dias, 0s peixes

foram dispostos de maneira individual em 60 aquéarios de 60L contendo 45L de agua, com


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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aeracdo constante e fotoperiodo de 12L:12E. As variaveis de qualidade de agua mensuradas
neste periodo foram a temperatura de 26,77 + 1,4; o oxigénio dissolvido de 5,60 + 0,8; o pH
7,15 £ 0,7; e a condutividade de 0,80 + 0,05.

Neste periodo, os peixes foram alimentados a vontade, duas vezes por dia, com ragédo
comercial com 40% de proteina bruta. A cada trés dias, logo apds a ultima alimentacdo, 30%
da agua dos aquarios foi cuidadosamente trocada, de forma a preservar as qualidades fisico-
quimicas e bioldgicas da agua. Antes do inicio do experimento, os peixes foram previamente
submetidos a um jejum de 24 horas.

Para escolha da concentracdo de eugenol utilizada, em experimento prévio,
determinou-se a concentracdo minimamente eficaz (75 mg L™) ideal para inducéo (170 s) e
recuperacdo (288 s) a anestesia profunda de adultos de H. severus dentro da faixa de tempo
preconizada por Kenne et al. (1998). Assim, para o presente trabalho, utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 X 4, com cinco repeticdes,
sendo o peixe a unidade experimental. Para verificar a ocorréncia da influéncia do eugenol
sobre os parametros fisioldgicos e hematoldgicos do acara severo, coletou-se sangue dos
peixes submetidos a trés diferentes protocolos de procedimentos: anestesiado (peixes expostos
a 75 mgL™" de eugenol durante 133 segundos); anestesia simulada (peixes submetidos a uma
simulacdo do banho anestésico, também por 133 segundos, somente com agua e sem adicdo
do anestésico); e controle (peixes mantidos no aquario sem manuseio e exposi¢cdo ao
anestésico). Para cada procedimento, foram realizadas quatro amostragens de sangue em
diferentes tempos: 0 (imediatamente ap6s o procedimento), 6, 12 e 24 horas ap0s cada
protocolo.

Nos procedimentos de anestesia e anestesia simulada, os peixes foram expostos
individualmente em aquérios de ensaio de 20L, contendo 5L de agua com temperatura de

27,20 + 0,08 °C, oxigénio dissolvido de 6,26 + 0,28 mgL™, pH de 5,65 + 0,47 e condutividade
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de 0,70 £ 0,05us. Os parametros de qualidade de dgua foram mensurados por meio da sonda
multiparametro Horiba (U-10).

As coletas de sangue para a realizacdo das analises hematologicas e fisioldgicas foram
realizadas em todos os peixes nos diferentes procedimentos (controle, anestesia simulada e
anestesiada) e nos respectivos tempos de amostragem (0, 6, 12 e 24 horas).

A retirada da amostra sanguinea foi feita por puncdo do vaso caudal, com o auxilio de
agulhas e seringas de 1ml previamente umedecidas com EDTA a 10%. Cada amostra de
sangue foi transferida para microtubos de 1,5ml devidamente etiquetados e armazenados sob
refrigeracdo para a realizacdo das analises de glicose, hematdcrito, proteina total,
hemoglobina, nimero de eritrocitos, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular
média e concentracdo de hemoglobina corpuscular media.

Com uma aliquota de 10uL de sangue, determinou-se a glicemia (mg/dL), para a qual
foi utilizado um medidor automatico (Acon® modelo On Call Plus). O hematocrito (%) foi
determinado através do método de microhematdcrito em centrifuga a 12 mil rpm por 5min
(Quimis® modelo Q222H ). Com o plasma obtido apés centrifugacdo dos microcapilares, foi
determinado o valor de proteina plasmatica total (g/dL), utilizando-se para isso um
refratbmetro (Quimis®). A taxa de hemoglobina total (g/dL) foi determinada em
espectrofotdbmetro (Bioespectra® modelo SP22) com leitura em comprimento de onda de
540nm utilizando o reagente de Drabkin. A contagem de eritrécitos (nimero/ pL de sangue)
foi realizada em camara de Neubauer em aumento de 40X com auxilio de microscopio de luz.

Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do numero total de eritrocitos (Er) e
do hematocrito (Ht), calculou-se os seguintes indices hematimétricos absolutos:

e Volume corpuscular médio: VCM (fL) = Ht x 10/Er

e Hemoglobina Corpuscular Média: HCM (ug) = Hb x 10/Er
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e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média: CHCM (g/dL) = Hb x 100/Ht

O restante do sangue coletado foi centrifugado a 5000rpm por 15 minutos em
centrifuga de microtubos (Biovera® modelo RB1) e, em seguida, o plasma foi coletado e
armazenado a — 20 °C. Posteriormente, com o plasma congelado, foram realizadas as anélises
para determinacdo das concentracdes de colesterol e triglicerideos, ambas realizadas por testes
colorimétricos (Laboclin®) com leitura em espectrofotdmetro (Bioespectra® modelo SP22)
em comprimento de onda de 510nm.

As variaveis avaliadas foram analisadas por analise de variancia de dois fatores e teste
de Tukey (P<0,05), tendo os procedimentos e os tempos como fatores. As andlises estatisticas

foram realizadas valendo-se do programa Sisvar (Versao 4.3).

Resultados
Houve influéncia significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, simulacdo de
anestesia e controle) sobre os valores de glicose sanguinea, apresentando o procedimento de
anestesia simulada maior valor para esta variavel. No entanto, os diferentes tempos de coleta
do sangue n&o influenciaram (P>0,05) os valores da glicose no sangue (Tabela 1).
Por outro lado, o hematdcrito dos exemplares de acarda severo ndo apresentou
diferencga estatistica (P>0,05) com relacdo aos procedimentos e aos tempos de coleta do

sangue (Tabela 1).
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Tabela 1 - Valores medios para as variaveis glicose, hematocrito (Ht), proteina total (Pt),
hemoglobina (Hb), ndmero de eritrocitos (Er), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), colesterol (Col) e triglicerideos (Tri) de adultos de Heros severus em trés
procedimentos e avaliados em diferentes tempos amostrais.

Iratamento ?n']g:/ose Ht Pt Hb (Elge VCM  HCM  CHCM Col Tri

dL) (%0) (g/dL)  (g/dL) uL ) (fL) (g/dL)  (g/dL)  (mg/dL)  (mg/dL)

Controle  4535B 225 581 793B  191B  11396A 4186A 3722A 18003  22302C
Simulaglo 5040 A 2240 598 911A  213AB 107,65AB 4346A 4029A 151,00 291,08 B
Anestesia  4603B 2150 6,00 624C  237TA  9976B 2712B 2734B 18003 37818 A

Tempo

00:00 4909 2293 602 755AB 2,31 102,64  3388B 3293 16760 36158 A
06:00 4795 2173 588 785AB 2,02 107,34 3763AB 3538 17893  267,35B
12:00 4653 2087 593 722B 2,00 101,84  3537B 3536 150,76 277,89 B
24:00 4547 2308 589 842A 2,13 11666  4305A 3614 17129 282,88 B

>rocedimento P=0,0549 P=0,6067 P=0,3243 P=0,0000 P=0,0022 P=0,0430 P=0,0000 P=0,0000 P=0,3152 P=0,0000

Tempo P=0,5127 P=0,2934 P=0,8192 P=0,0442 P=0,2415 P=0,0880 P=0,0006 P=0,4437 P=0,6345 P=0,0021
Interacdo P=0,1766 P=0,6111 P=0,0114 P=0,0020 P=0,0067 P=0,0016 P=0,0000 P=0,0034 P=0,0000 P=0,0024
CV (%) 14,76 16,23 7,42 14,97 18,53 16,20 15,79 16,24 36,38

Houve interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia
simulada e controle) e os tempos de amostragem sobre a varidvel proteina total (Tabela 1). Os
diferentes procedimentos influenciaram significativamente os valores de proteina total apenas
no tempo Oh, onde os peixes submetidos ao procedimento controle apresentaram menor valor
médio para esta variavel. Houve influéncia significativa dos tempos de amostragem do sangue
no procedimento de anestesia simulada, onde os peixes amostrados no tempo Oh apresentaram
maior valor médio de proteina total no sangue. (Tabela 2).

Interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia simulada e
controle) e os tempos de amostragem foi demonstrada para a variavel hemoglobina (Tabela
1). No procedimento de anestesia, 0 valor médio da hemoglobina foi menor no tempo Oh em
relacdo aos demais horéarios de amostragem (6, 12 e 24 horas), que ndo diferenciaram

significativamente entre si. Os valores de hemoglobina sofreram influéncia significativa dos
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procedimentos (anestesia, anestesia simulada e controle) nos tempos 0, 6 e 24h, onde o0s
peixes submetidos a anestesia demonstraram menores valores médios de hemoglobina nestes
horéarios (Tabela 2).

Tabela 2 - Desdobramento dos protocolos de procedimento e tempo de amostragem do
sangue. Valores médios das variaveis proteina total (Pt), hemoglobina (Hb), nimero de
eritrocitos (Er), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), colesterol (Col) e triglicerideos
(Tri) de adultos de Heros severus, avaliados em diferentes procedimentos dentro de cada
tempo amostral e o tempo amostral dentro de cada procedimento.

TEMPO (Horas)

VARIAVEIS PROCEDIMENTO VALOR
0 6 12 24 DEP

Controle 5,52 Ba 5,84 Aa 624Aa  564Aa P=0,0642
Pt Simulagdo 6,42 Aa 6,04 Aa 5,68 Aa 5,80 Aa P=0,0522
(g/dL) Anestesia 6,12 Ba 5,76 Aa 5,88 Aa 6,24 Aa P=0,3041

Valor de P P=0,0072 P=05849 P=01333 P=0,0912

Controle 8,82 Aa 7.35Ba 735Aa  82LABa _ P=0,1374
Hb Simulagio 9,54 Aa 9,27 Aa 795Aa 9,68 Aa P=0,0874
(g/dL) Anestesia 4,28 Bb 6,94 Ba 6,35 Aa 7,37 Ba P=0,0005

Valor de P P=0,000  P=00057 P=00961 P=0,0100

Controle 1,99 Aa 1,78 Aa 1,74Ba _ 211Ba P=0,4010
Er Simulagdo 2,38 Aa 2,13 Aab 2,43 Aa 1,59 Bb P=0,0058
(10° pLY) Anestesia 2,55 Aa 2,15 Aa 211Ba 2,68 Aa P=0,0616

Valor de P P=00784  P=02615 P=00295 P=0,0003

Controle 111,87 Aa 113,27 Aa 117,13 Aa 113,54 Ba P=0,9688
VeM Simulagdo 100,68 Ab  9868Ab  8808Bb 143,16 Aa  P=0,0000
(fL) Anestesia 9535Aa  11008Aa 10030 ABa 9327Ba  P=0,4316

Valor de P P=03120 P=03799 P=00360 0,000

Controle 4436 Aa  4206Aa  4210Aa  3892Ba  P=0,54880
HCM Simulagdo 4032Ab  37,83ABb 3319ABb 6250Aa  P=0,0000
(g/dL) Anestesia 1696Bb  3300Ba  30,82Ba  27,72Ca  P=0,0004

Valor de P P=0,0000 P=0,0612  P=0,0099  P=0,0000

Controle 4045Aa  37,18Aa  3692Aa  3435Ba _ P=04126
CHCM Simulagio 4061Aa  3841Aa  3807Aa  4407Aa  P=0,3249
(g/dL) Anestesia 1772Bb  3056Aa  31,10Aa  30,00Ba  P=0,0009

Valor de P P=0,0000 P=00710 P=0,1228 P=0,0009

Controle 84,71Bb 168,72 Aab 174,12 Aab 254,12 Aa __ P=0,0009
Col Simulagéo 21974 Aa  18895Aa 14353 Aab 51,76Bb  P=0,0004
(mg/dL) Anestesia 19836 Aa  179,13Aa  13463Aa 207,98 Aa  P=0,2433

Valor de P P=0,0019 P=08720 P=05606 P=0,0000
o Controle 21463Ca 24761 Aa 27239 Aa  157.46Ba _ P=0,0711

Simulagéo 37870Ba  231,07Ab 24000 Ab 31454 Aab  P=0,0049
(mg/dL) Anestesia 491,40 Aa 32337 Ab  32130Ab  376,63Aab  P=0,0010

Valor de P P=0,0000 P=00960 P=0,1928 P=0,0000

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.
Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.
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Houve interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, simulacdo de
anestesia e controle) e os tempos de amostragem do sangue sobre o nimero de eritrocitos
(Tabela 1). A influéncia do tempo de amostragem do sangue sobre os procedimentos foi
significativa apenas nos tempos de 12 e 24 horas. No tempo de amostragem do sangue 12
horas apds os procedimentos, 0 nimero de eritrocitos foi maior no procedimento de anestesia
simulada. Ja para o tempo de amostragem de 24 horas, 0s peixes submetidos ao procedimento
de anestesia apresentaram maior valor médio do numero de eritrocitos. Apenas no
procedimento de anestesia simulada houve influéncia significativa dos diferentes tempos de
amostragem do sangue sobre o nimero de eritrocitos, onde os peixes amostrados 24 horas
apresentaram o menor valor médio do namero de eritrécitos (Tabela 2).

Ocorreu interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia
simulada e controle) e os tempos de amostragem do sangue sobre o volume corpuscular
médio (VCM) (Tabela 1). Os procedimentos avaliados influenciaram o VCM apenas nos
tempos 12 e 24h. O volume corpuscular médio no procedimento de anestesia simulada
aumentou no tempo de amostragem 24h quando comparado aos demais. O tempo
amostragem do sangue influenciou 0 VCM apenas no procedimento de anestesia simulada,
demonstrando maior valor desta variavel no tempo de amostragem de 24h (Tabela 2).

Houve interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia
simulada e controle) e os tempos de amostragem do sangue sobre a hemoglobina corpuscular
média (HCM) (Tabela 1). A HCM sofreu influéncia dos procedimentos adotados nos tempos
de amostragem 0 e 24h. Em ambos os horarios de amostragem a hemoglobina corpuscular
média foi menor nos peixes submetidos ao procedimento de anestesia. No procedimento de
anestesia simulada, a HCM apresentou maior valor médio no tempo de 24 horas ap0s o
procedimento. Ja nos peixes submetidos ao procedimento de anestesia, o valor de HCM foi

maior no sangue dos peixes coletados imediatamente (Oh) apds o procedimento (Tabela 2).
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Interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia simulada e
controle) e horérios de amostragem do sangue foi demonstrada sobre a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Tabela 1). Os procedimentos influenciaram
significativamente a CHCM apenas nos tempos de coleta de 0 e 24h. No tempo Oh de coleta
de sangue, o procedimento de anestesia apresentou menor valor médio de CHCM. Por outro
lado, no tempo de amostragem de 24h, o procedimento de anestesia simulada apresentou
maior valor desta variavel. O tempo de amostragem influenciou a varidvel CHCM apenas no
procedimento de anestesia, demonstrando menor valor imediatamente (Oh) apds o
procedimento (Tabela 2).

Houve interacdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia
simulada e controle) e do tempo de amostragem do sangue sobre os triglicerideos (Tabela 1).
Os valores de triglicerideos sofreram influéncia dos procedimento apenas nos tempos de
amostragem 0 e 24h. Em ambos 0s tempos de amostragem, o valor médio de triglicerideos
foi menor nos peixes submetidos ao procedimento controle. Também houve influéncia do
tempo de amostragem do sangue sobre os valores de triglicerideos dos peixes submetidos aos
procedimentos de anestesia simulada e anestesia, em ambos o0s procedimentos adotados
(anestesia simulada e anestesia) o valor de triglicerideos foi maior nos peixes amostrados
imediatamente apds o procedimento (Tabela 2).

Ocorreu interagdo significativa (P<0,05) dos procedimentos (anestesia, anestesia
simulada e controle) e os tempos de amostragem do sangue sobre o colesterol (Tabela 1). Os
valores do colesterol sofreram influéncia dos diferentes procedimentos apenas nos tempos de
amostragem 0 e 24h. No tempo de amostragem Oh, ou seja, imediatamente ap0s 0s
procedimentos, o colesterol apresentou menor valor médio quando submetido ao

procedimento controle. JA& no tempo de amostragem 24 horas ap6s a realizacdo dos
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procedimentos, o valor de colesterol médio foi menor quando os peixes foram submetidos ao

procedimento de anestesia simulada (Tabela 2).

Discussao

Na piscicultura, é de amplo conhecimento que procedimentos como confinamento,
perseguicdo, exposicdo ao ar, entre outros praticados nos manejos de rotina, atuem como
agentes estressores capazes de causar alteracdes fisiologicas nos peixes, como, por exemplo, a
hiperglicemia (De Souza Neves et al., 2014). Desta forma, a glicose é reconhecida como um
dos indicadores mais Uteis na determinacdo do estresse em peixes. Como forma de amenizar o
efeito de alguns agentes estressores durante os manejos de rotina, a cada dia tem-se tornado
mais comum a utilizacdo de anestésicos nestes procedimentos. No presente estudo, os valores
de glicose para o procedimento anestesia ndo diferiram estatisticamente do procedimento
controle, demonstrando que a concentragdo de eugenol utilizada (75 mg L™) e o tempo de
exposicdo (133 segundos), ndo foram suficientes para promover aumento dos valores de
glicose na corrente sanguinea. Esses resultados corroboram os encontrados para juvenis do
ciclideo amazonico, Geophagus brasiliensis, anestesiados com eugenol, onde também néo
houve elevacdo dos valores de glicose (Rocha et al., 2015). J& o procedimento de anestesia
simulada causou elevacao nos valores de glicose, provavelmente devido ao catabolismo do
glicogénio hepético, demonstrando a eficicia do eugenol em inibir a atuacdo de um agente
estressor de manejo. Por outro lado, em alguns outros experimentos com a utilizagdo do
eugenol como anestésico, observou-se a elevacdo dos valores de glicose dos peixes quando
expostos ao farmaco (Simdes et al., 2012; Velisek et al., 2009; Deriggi et al., 2006).

O aumento dos valores do hematocrito tem sido descrito como um indicador do
estresse em peixes (Sneddon, 2012), uma vez que durante periodos de estresse, a libertacdo de

catecolaminas estimula o baco na producdo de eritrocitos, que sdo lancados na corrente
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sanguinea, podendo assim aumentar o hematocrito. No entanto, no presente estudo, nenhum
dos procedimentos (anestesia, anestesia simulada e controle), tdo pouco os tempos de
amostragem, foram capazes de modificar significativamente os niveis de hematocrito. Estes
resultados sdo consistentes com aqueles relatados para outras espécies de peixes como o
Geophagus brasiliensis (Rocha et al., 2015), Pseudoplatystoma reticulatum (Sanches et al.,
2014a) e Piaractus mesopotamicus (Sanches et al., 2014b). No entanto, outros autores relatam
aumentos significativos nos valores do hematocrito para peixes anestesiados com eugenol,
como Oreochromis niloticus (Simdes et al., 2012); Colossoma macropomum (Inoue et al.,
2011) e Solea senegalensis (Weber et al., 2009).

A concentracdo de proteina total demonstrou ser sensivel ao estresse causado pela
simulacdo do processo de anestesia. Os valores de proteina total sdo alterados principalmente
por mudancas no volume plasmatico, o aumento é causado por uma mudanca de fluido do
plasma para o compartimento intracelular e uma diminuicdo pode ser causada por uma
hidratacdo do plasma (Melo et al., 2009) . A saida dos fluidos do plasma é causada por um
desequilibrio osmotico entre os compartimentos extracelular e intracelular, e qualquer estresse
que induz tal desequilibrio pode levar a um aumento de proteina no plasma (Mcdonald &
Milligan, 1992; Leamaster et al. 1990). No presente trabalho a concentracdo da proteina total
no procedimento de simulacdo foi superior aos procedimentos controle e anestesia, mostrando
que, comparativamente, o procedimento de simulagdo de anestesia provavelmente ocasionou
maior estresse para 0 acara severo do que 0s peixes expostos ao eugenol.

A hemoglobina é muito utilizada em estudos fisiologicos como indicador de estresse
(Inoue et al., 2011; Simdes et al., 2012; Mohammadi & Khara, 2014; Lepic et al., 2014). No
presente trabalho, houve aumento no valor da hemoglobina do acara severo nos tempos de
amostragem 6, 12 e 24 ap0s o procedimento de anestesia. De maneira similar ao presente

estudo, juvenis de Oreochromis niloticus anestesiados com o6leo de cravo apresentaram
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maiores valores de hemoglobina 6 horas apds o procedimento de anestesia (Simdes et al.,
2012). No entanto, resultados diferentes foram demonstrados com juvenis de Acipenser baeri
(Gomulka et al., 2008) e Vimba vimba (Lepick et al., 2014), os quais ndo apresentaram
aumento nos valores da hemoglobina apos a utilizacdo do eugenol como anestésico.

Os procedimentos (controle, anestesia simulada e anestesia) afetaram
significativamente os valores da hemoglobina, com destague para o procedimento de
simulacdo de anestesia, 0 qual apresentou os maiores valores de hemoglobina em todos os
tempos amostrados. O aumento da hemoglobina sugere a ocorréncia de hemoconcentracdo em
resposta ao estimulo estressante causado pelo procedimento. Dessa forma, o aumento do valor
médio de hemoglobina sugere maior capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue na
tentativa de suprir o aumento da demanda energética. (Nikinmaa et al., 1983).

Os procedimentos de simulacdo de anestesia em adultos de acarad severo promoveram
0 aumento do numero de eritrocitos 12 horas ap6s o procedimento. J& os peixes que foram
anestesiados com eugenol demonstraram aumento do nimero de eritrocitos 24 horas apds o
procedimento.  Por outro lado, juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, nao
apresentaram alteracbes no nimero de eritrocitos 24 horas apos exposicdo ao eugenol (Inoue
etal., 2011; Padua et al., 2013). Como no presente trabalho, no qual os maiores valores para o
namero de eritrdcitos ocorreu em 24 horas ap0s os procedimento de anestesia, também foram
demonstradas alteracdes nos valores do eritrocito para Carassius auratus (Abdolazizi et al.,
2011), tuvira, Gymnous aff. inaequilabiatus, (P&dua et al., 2012) e para o esturjdo russo,
Acipenser gueldensaedtii, anestesiados com eugenol (Gomulka et al., 2015). O aumento no
numero de eritrocitos estd associado a presenca de catecolaminas liberadas durante as
respostas primarias ao estresse. Estes hormonios promovem aumento da taxa ventilatéria; do
fluxo sanguineo nas lamelas branquiais; da captacdo de oxigénio e da capacidade de difuséo e

transporte de oxigénio pelo sangue (Oba et al., 2009). Assim, a presenca de catecolaminas na



61

corrente sanguinea acaba por estimular a contracdo esplénica, aumentando, desta forma, a
liberacdo de eritrocitos na corrente sanguinea (Soldatov et al., 1996; Mariano et al., 2009).

Segundo Tavares-Dias & Moraes (2004), ap0s exposicdo a agentes estressores, 0S
peixes podem apresentar alteraces no hemograma, ou seja, alteracBes nas concentracdes de
hemoglobina, hematocrito ou contagem de eritrécitos, indicando a ocorréncia de
hemoconcentracdo ou hemodiluicdo, devido a disfuncdo osmorregulatéria. A hemoglobina
parece ter sido a responsavel pelos valores baixos apresentados pelo VCM, HCM E CHCM
no procedimento anestesia, uma vez que os valores de hemoglobina apresentados por esse
procedimento foram o0s menores quando comparados aos demais (controle e anestesia
simulada).

Normalmente, o aumento do numero de eritrécitos na corrente sanguinea resulta em
heméacias com menor volume corpuscular médio (VCM), uma vez que novas células estdo
sendo recrutadas para auxiliar na demanda pelo transporte de oxigénio. A diminuicdo no
valor do VCM para o procedimento anestesia esta relacionada ao aumento da fragilidade
osmotica dos eritrocitos em razdo de distarbio de permeabilidade da membrana destas células
pelo uso dos anestésicos, como observado em estudos de espécies de peixes tropicais que

evidenciaram as mesmas alteracdes (Tavares-Dias et al., 2008; Inoue et al., 2011).

No presente trabalho, apesar do baixo tempo de exposicdo dos peixes aos anestésicos,
houve reducdo dos niveis de hemoglobina, da CHCM e do VCM, o que induziu a um quadro
hematol6gico semelhante ao observado em juvenis de tambaqui anestesiados com 6leo de
cravo (Padua et al., 2013). A reducdo dessas varidveis foi também observada em mamiferos
em decorréncia dos efeitos adversos dos tratamentos alopaticos e de intoxicagdo por produtos
quimicos (Weiss et al., 2010). Estudo com truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas ao
eugenol corrobora com a presente pesquisa com acara severo, no qual ocorreu aumento nos

valores dos eritrocitos e diminuicdo da CHCM (Tort et al., 2002). Por outro lado, os
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resultados encontrados no presente trabalho diferem de alguns outros relatados na literatura,
nos quais ndo foram demonstradas alteracdes nos valores do VCM, HCM e CHCM de
diversas espécies de peixes anestesiadas com 0leo de cravo e ou eugenol como, Colossoma
macropomum (Inoue et al., 2011), Chama striatus (Jeyasheela et al., 2014), Vimba vimba
(Lepic et al., 2014) e Acipenser baerii (Gomulka et al., 2015).

Quando comparado os valores de triglicerideo e colesterol dos procedimentos
anestesia e anestesia simulada, os resultados mostram valores superiores aos apresentados no
procedimento controle, demonstrando que tanto os triglicerideos como o colesterol sofreram
alteracdes em seus valores frente as situacOes estressantes impostas pelos procedimentos.
Peixes em situacbes de estresse liberam catecolaminas e o cortisol, que por consequéncia
levam a alteracbes bioquimicas e fisiologicas, conhecidas como respostas secundarias ao
estresse (Oba et al., 2009). Alguns dos efeitos caracteristicos do aumento das catecolaminas
sdo a deplecdo das reservas energéticas, aumento do catabolismo de proteina muscular e
alteracdes nos niveis plasmaticos de aminoacidos, acidos graxos livres e colesterol (Pickering
& Pottinger, 1995; Milligan, 2003; Martins da Rocha et al., 2004).

Normalmente, os niveis plasmaticos de triglicerideos sdo elevados apds a alimentacao,
guando os lipideos sdo absorvidos pelo intestino e transportado para o figado para
processamento (Sheridan, 1988). No presente trabalho, os peixes ndo foram alimentados no
periodo de 24 horas antes do inicio do experimento. Portanto, a elevagdo inicial dos valores
de triglicerideos, seguido pela diminuicdo nos tempos seguintes de amostragem, sugere a
utilizacdo dos triglicerideos para o restabelecimento da homeostase, frente situagbes
estressantes impostas nos procedimentos de anestesia e simulacdo de anestesia. Elevacao dos
valores de triglicerideos em peixes anestesiados com eugenol sdo relatados para juvenis de
esturjdo sibiano Acipenser baerii (Gomulka et al., 2008; Feng et al., 2011) e o catfish

europeu Silurus glanis L. (Velisek et al., 2006).
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A elevacao dos valores de colesterol nos tratamentos anestesia simulada e anestesia no
tempo Oh (pds procedimento), provavelmente estd associada a elevacdo nos valeres do
horménio do estresse, o cortisol. Mesmo que o referido hormonio ndo tenha sido mensurado
no presente trabalho, a elevacdo dos valores séricos do colesterol ao aumento do cortisol ja foi
constatado previamente (Shankar & Kulkarni, 2007). Isto porque nos peixes teledsteos, a
resposta enddcrina ao estresse é controlada pelo eixo hipotalamo-hipofise-interrenal
(Wendelaar Bonga, 1997), que conduz a um aumento nos glicocorticoides (cortisol), sendo o
colesterol utilizado como substrato bioldgico. No entanto, ndo se observou variacdo nos
valores do colesterol de juvenis de esturjdo siberiano, Acipenser baerii, quando 0s peixes
foram anestesiados com eugenol por 10 minutos na concentracdo de 160 mgL™

Desta forma, vale ressaltar a importancia dos aspectos relacionados a fisiologia de
cada espécie, onde individuos de espécies diferentes podem responder de maneira distinta aos
agentes estressores. Assim, mesmo frente a agentes estressores severos, algumas espécies
podem se mostrar mais resistentes, ndo apresentando respostas caracteristicas do estresse,
enguanto outras podem mostrar-se mais sensiveis, apresentando respostas fisioldgicas rapidas,

como apresentado no presente estudo com acara severo expostos ao eugenol.

Concluséao
1- Anestesia com eugenol na concentracdo de 75 mgL™ ocasiona variacdes nas variaveis
hematoldgicas: hematdcrito, proteina total, hemoglobina, nimero de eritrécitos, volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina
corpuscular media e nas variaveis fisiologicas triglicerideos e colesterol, alteracdes essas

tipicas de peixes em situacdo de estresse.
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